






















































ADRR	 	 	 AutoDock	for	Rigid	Receptors	
Arg	 	 	 Arginina	
Asp	 	 	 Ácido	aspártico	
ATP	 	 	 Adenosin	trifosfato	
BHE		 	 	 Barrera	hematoencefálica	
Cys	 	 	 Cisteína	
DMD	 	 	 Distrofia	Muscular	de	Duchenne	
E-C	 	 	 Excitación-contracción	
Ec	 	 	 Ecuación	
GA	 	 	 Algoritmo	Genético	
Glu	 	 	 Ácido	glutámico	
Lys	 	 	 Lisina	
PDB	 	 	 Protein	Data	Bank	
Phe	 	 	 Fenilalanina	
RS	 	 	 Retículo	sarcoplásmico	 	 	 	
RyR1	 					Receptor	de	rianodina	
SERCA	 	 Sarco-endoplasmic	reticulum	Ca	
SNC		 	 	 Sistema	nervioso	central	
Trp	 	 	 Triptófano	
Tyr	 	 	 Tirosina	
















El	 receptor	 de	 rianodina	 (RyR1)	 es	 una	 proteína	 que	 es	 la	 responsable	 de	
mantener	 los	niveles	de	 calcio	 intracelular	 en	 células	musculares	 (miocitos).	 	 En	























Se	 han	 realizado	 50	 cálculos	 de	 docking	 por	 cada	 ligando	 	 con	 el	 fin	 de	 obtener	
valores	estadísticos	de	 las	energías	de	 interacción	y	constantes	de	 inhibición.	Del	
análisis	del	resultado	también	se	han	obtenido	las	conformaciones	que	presentan	





diferentes.	Una,	AutoDock	Rigid	Receptor	 (ADRR),	 empleando	un	 receptor	 rígido	
formado	 por	 el	 complejo	 Calstabina1/RyR1	 y	 otra,	 AutoDock	 Flexible	 Receptor	
(ADFR),	empleando	un	receptor	con	cadenas	laterales	flexibles.		
	
Las	variaciones	estructurales	de	 los	 ligandos	estudiados	se	han	realizado	en	 tres	
posiciones	diferentes	de	 la	molécula	sobre	 la	estructura	de	AHK1.	Los	resultados	
indican	que	el	ligando	con	mayor	afinidad	contiene	los	grupos:	carboxilato	(en	un	
extremo),	 bencilo	 (próximo	 al	 carboxilato)	 y	 un	 grupo	 tiofenilo	 (en	 el	 extremo	
opuesto)	con	un	sustituyente	amonio	y	otro	sustituyente	nitro.	Este	último	grupo	





kcal/mol	 empleando	 la	 aproximación	 ADFR.	 A	 partir	 de	 aquí	 se	 han	 diseñado	











The	 ryanodine	 receptor	 (RyR1)	 is	 a	 protein	 that	 is	 responsible	 for	 maintaining	
intracellular	 calcium	 levels	 in	 muscle	 cells	 (myocytes).	 In	 some	 muscular	
dystrophies,	a	transfer	of	calcium	ion	from	the	sarcoplasmic	reticulum	(SR)	to	the	
cytosol	 is	detected	 inside	 the	myocytes,	 causing	a	decrease	 in	 the	contractility	 in	
the	muscles.	 In	a	previous	study	 in	our	 laboratory	 it	was	 found	 that	 the	 triazolic	
compound	 AHK1	 has	 calcium	 ion	 flow	 restoring	 activity	 in	 dystrophic	myocytes	
acting	 on	 RyR1.	 The	 objective	 of	 the	 work	 is	 the	 computational	 study	 of	 the	
interaction	of	 series	of	molecules	designed	 from	AHK1	on	 the	Calstabin1	/	RyR1	
















50	 docking	 calculations	 have	 been	 performed	 for	 each	 ligand	 in	 order	 to	 obtain	
statistical	 values	 of	 the	 interaction	 energies	 and	 inhibition	 constants.	 From	 the	
analysis	 of	 the	 result	 we	 have	 also	 obtained	 the	 conformations	 that	 show	 the	




The	 docking	 studies	 have	 been	 carried	 out	 taking	 into	 account	 two	 different	
approaches.	One,	AutoDock	Rigid	Receptor	(ADRR),	using	a	rigid	receptor	formed	
by	 the	 Calstabina1	 /	 RyR1	 complex	 and	 another,	 AutoDock	 Flexible	 Receptor	
(ADFR),	using	a	receptor	with	flexible	side	chains.	
	
The	 structural	 variations	 of	 the	 studied	 ligands	 have	 been	 carried	 out	 in	 three	
different	positions	of	the	molecule	on	the	structure	of	AHK1.	The	results	 indicate	
that	 the	 ligand	with	 the	highest	 affinity	 contains	 the	groups:	 carboxylate	 (at	 one	





binding	 energy	 (ADRR)	 of	 -7.12	 kcal	 /	mol	which	 has	 been	minimized	 to	 -10.26	
kcal	/	mol	using	the	approximation	of	ADFR.	From	here,	new	AHK	molecules	have	
been	designed,	 and	 the	energy	has	been	 further	minimized,	 reaching	up	 to	 -14.7	
kcal	/	mol.	
	
Finally,	 with	 the	 help	 of	 the	 LigPlot	 program,	 the	 groups	 of	 the	 optimized	 AHK	
molecules	 and	 the	 aminoacids	 of	 the	 Calstabin1	 /	RyR1	 complex	 that	 contribute	
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Para	 ello	 se	 estudia	 la	 interacción	 del	 receptor	 de	 rianodina	 (RyR1)	 con	 su	
modulador	 (Calstabina1),	 detectando	 las	 zonas	 en	 las	 que	 el	 compuesto	 AHK1	
interacciona	de	una	forma	más	estable	para	su	mejor	funcionamiento.			
Las	distrofias	musculares	son	un	conjunto	de	enfermedades	que	causan	debilidad	
progresiva	 y	 pérdida	 de	 la	masa	muscular.2	Muchas	 de	 ellas	 son	provocadas	 por	
mutaciones	genéticas	que	 interfieren	 la	producción	de	proteínas	necesarias	para	
formar	 un	músculo	 sano.	 	 Hay	muchos	 tipos	 diferentes	 de	 distrofias	musculares	




ausencia	 de	 distrofina,	 una	 proteína	 que	 ayuda	 a	 mantener	 en	 contacto	 los	
principales	componentes	de	la	membrana	de	las	células	musculares	(miocitos).	El	
inicio	de	 los	síntomas	se	produce,	por	 lo	general	entre	 los	3	y	 los	5	años	y	afecta	
casi	exclusivamente	a	niños	varones.	
La	DMD	afecta	a	uno	de	cada	3.500-6.000	nacimientos	masculinos	cada	año	en	los	
Estados	 Unidos3.	 Normalmente	 se	 detecta	 durante	 los	 primeros	 años,	 progresa	
rápidamente,	provoca	la	incapacidad	de	caminar	a	los	niños	afectados	alrededor	de	
																																																								
1	Aizpurua,	 J.M.;	 Irastorza,	 A.;	 Ferron,	 P.;	 Miranda,	 J.I.;	 Vallejo,	 A.;	 Lopez	 de	 Munain,	 A.J.;	 	 Toral,	 I.;	 Aldanondo,	 G.			













compuestos	 de	 actina	 (filamento	 delgado)	 y	 miosina	 (filamento	 grueso).	 Las	



























el	 ión	 calcio	 se	 acumula	 dentro	 del	 retículo	 sarcoplásmico	 (RS),	 un	 complejo	 de	
membrana	que	 forma	una	 red	 tubular	de	 cisternas	alrededor	de	 cada	miofibrilla	
(Figura	 2).	 En	 un	 músculo	 esquelético	 normal,	 el	 proceso	 de	 acoplamiento	
excitación-contracción	 (EC)	 comienza	 en	 el	 cerebro,	 donde	 la	 señal	 para	 la	




cantidades	 de	 Ca2+	 al	 sarcoplasma	 que	 conduce	 finalmente	 a	 la	 contracción	
muscular.	Cuando	se	completa	la	contracción,	los	canales	Cav1.1	y	RyR1	se	cierran	
y	 el	 Ca2+	 intracelular	 vuelve	 al	 RS,	 mediante	 las	 bombas	 de	 calcio	 (SERCA)	
activadas	por	ATPasa	desde	las	mitocondrias.	
	
Figura	 2.	 Comparación	 de	 la	
contracción9	de	un	miocito	normal	
(arriba)	 y	 uno	 afectado	 por	 DMD	
(abajo).	Una	interacción	deficiente	
Calstabina1/RyR1	 en	 los	 DMD	
provoca	 una	 fuga	 de	 Ca2+	 del	
retículo	sarcoplásmico	(naranja)	al	
citoplasma	 (azul),	 creando	 un	
acortamiento	 parcial	 permanente	
en	 los	miotubos	 DMD	 que	 reduce	












Como	 se	 ha	 mencionado	 anteriormente,	 la	 DMD	 es	 causada	 por	 la	 ausencia	 de	
distrofina10,	 que	mantiene	 conectados	 la	membrana	 del	 sarcolema	 y	 el	 complejo	
actina-miosina	 en	 los	 miocitos.	 La	 ausencia	 de	 esta	 proteína	 causa	 el	 mal	
funcionamiento	del	músculo	esquelético	durante	el	ciclo	de	excitación-contracción.	
En	 particular,	 los	 canales	 RyR1	 están	 hipernitrosilados	 y/o	 hiperfosforilados,	 lo	
que	conduce	a	interacciones	débiles	de	Calstabina1	/	RyR1.	A	su	vez,	esto	da	como	
resultado	un	cierre	imperfecto	del	canal	RyR1	durante	la	etapa	de	reposo	del	ciclo	
EC,	 que	 causa	 una	 fuga	 permanente	 de	 Ca2+	 y,	 por	 lo	 tanto,	 un	 aumento	 en	 la	




Hoy	 en	 día,	 se	 están	 desarrollando	 algunas	 estrategias	 terapéuticas	 en	modelos	
animales	 buscando	 mitigar	 las	 alteraciones	 patológicas	 causadas	 por	 la	





Figura	 3.	 Estructuras	 moleculares	 de	 los	 compuestos	 conocidos	 con	 mayor	 actividad	
reguladora	 de	 Ca2+	 en	 miocitos:	 a	 la	 izquierda	 el	 compuesto	 S107	 y	 a	 la	 derecha	 el	
compuesto	ARM210.		
	
Concretamente,	 los	 compuestos	 S-107	 y	 ARM-21012	son	 capaces	 de	 recuperar	
parcialmente	 la	 homeostasis	 del	 calcio	 reduciendo	 la	 fuga	 del	 canal	 RyR1	 y	
mejorando	la	función	muscular	y	el	rendimiento	del	ejercicio	en	modelos	de	ratón	





















preclínico	 adecuado	y,	 actualmente,	 no	hay	un	 tratamiento	 aprobado	por	 la	 FDA	
para	miopatías	congénitas	relacionadas	con	RyR1.	
	
También	es	 importante	señalar	que	hasta	 la	 fecha	no	existen	publicados	estudios	
de	modelización	computacional	que	expliquen	a	nivel	molecular	el	mecanismo	de	




el	 Dr.	 José	 Ignacio	 Miranda	 (SGIker,	 UPV/EHU),	 que	 llevó	 a	 cabo	 los	 primeros	
estudios	 de	 interacción	 del	 complejo	 Calstabina1/RyR1	 con	 la	 nueva	 molécula	
AHK1	 utilizando	 el	 paquete	 de	 software	 Autodock	 FR15.	 Las	 estructuras	 del	
complejo	 de	 tetrámero	 Calstabina1/RyR1	 (código	 3J8H) 16 	se	 obtuvieron	 del	
Protein	 Data	 Bank	 (ver	 Figura	 4-A).	 Solo	 se	 usó	 un	 par	 monomérico	 para	 los	
cálculos.	 La	 estructura	 del	 ligando	 triazólico	 AHK1,	 derivado	 formalmente	 de	 3-
metoxitiofenol	 y	 glicina	 confirmó	 su	 capacidad	 de	 unión	 con	 el	 complejo	











Figura	 4.	Complejo	de	 tetrámero	Calstabina1/RyR1,	 (A)	vista	 superior;	 (B)	vista	 lateral.	
(C)	Complejo	de	monómero	Calstabina-1	(violeta)/	RyR1	(azul).	(D)	Estructura	del	ligando	
de	 triazol	 AHK1	 introducido	 en	 el	 complejo	 Calstabina1/RyR1;	 las	 cadenas	 laterales	 de	
color	 azul	 oscuro	 corresponden	 al	 segmento	 RyR1	 de	 los	 residuos	 1778-1784;	 la	
superficie	púrpura	corresponde	a	la	Calstabina-1.	
	
Es	 preciso	 indicar	 que	 los	 resultados	 de	 los	 experimentos	 de	 docking	 realizados	
con	proteínas	de	grupos	rígidos	(ADRR)	son	independientes	de	las	condiciones	del	
estudio.	 Sin	embargo,	no	ocurre	 lo	mismo	con	 los	 cálculos	de	docking	 realizados	
con	 receptores	de	grupos	 flexibles	 (ADFR).	El	programa	AutoDock-FR	permite	 la	












Tyr26	 	 	 	 	 Phe1782	








A	continuación	se	muestra	una	 imagen	de	 la	disposición	de	 las	 cadenas	 laterales	
flexibles	seleccionadas	en	el	centro	activo	del	receptor	Calstabina1/RyR1.		
Figura	5.	Cadenas	laterales	flexibles	seleccionadas	para	el	Docking	(ADFR)	de	este	trabajo.	






A	 la	 vista	de	 los	 antecedentes	 comentados,	nosotros	pensamos	que	 la	 estructura	
del	 triazol	 AHK1	 podría	 modificarse	 creando	 nuevas	 moléculas	 AHKn	 con	 una	
mayor	 afinidad	 por	 la	 interfase	 Calstabina1/RyR1,	 y,	 por	 tanto	 con	 un	 mayor	
potencial	terapéutico.	
Concretamente,	 pensamos	 que	 dicha	 modificación	 podría	 realizarse	 en	 tres	








1)	Reproducir	 los	 resultados	 computacionales	 obtenidos	 previamente	 en	 el	




3)	Calcular	 las	 energías	 de	 asociación	 y	 las	 constantes	 de	 inhibición	 mediante	
docking	molecular.	
4)	Determinar	 los	 residuos-clave	 de	 Calstabina1,	 RyR1	 y	 los	 fragmentos	 de	 los	
ligandos	AHKn	que	participan	en	las	interacciones	Calstabina1/AHKn/RyR1.	


















En	 este	 trabajo	 se	 han	 empleado	 métodos	 de	 cálculo	 y	 modelización	 del	 tipo	
"mecánica	molecular"	para	minimizar	la	energía	conformacional	de	las	estructuras	
estudiadas.	 Seguidamente	 se	 resumen	 los	 fundamentos	 teóricos	 de	 dichos	
métodos.	
	
La	mecánica	molecular17	se	 puede	 utilizar	 para	 calcular	 las	 energías	 relativas	 de	
cada	una	de	las	conformaciones	de	una	molécula	aplicando	las	leyes	de	la	Mecánica	
Clásica.	 La	 energía	 potencial	 se	 expresa	 como	 una	 suma	 de	 interacciones	 de	
valencia	o	interacciones	enlazantes	y	de	interacciones	no	enlazantes.	Ec.	(1)	
	
𝑉 = 𝑉! + 𝑉! + 𝑉! + 𝑉! + 𝑉!"# + 𝑉!"          (1)	
	
Las	 interacciones	 enlazantes	 consisten	 en	 estiramiento	 de	 enlace	 (Vr)	 y	
distorsiones	 angulares.	 Los	 términos	 de	 flexión	 de	 ángulo	 de	 enlace	 (Vθ),	 los	 de	




describen	 paramétricamente	 la	 atracción	 de	 dipolo-dipolo	 incidido	 de	 largo	
alcance	y	 la	 repulsión	de	corto	alcance	entre	dos	densidades	de	electrones,	y	 los	






decir,	 la	 ecuación	 de	 energía	 potencial	 es	 una	 representación	matemática	 de	 las	













Todos	 los	desplazamientos	 atómicos	 se	 tratan	 como	armónicos.	Es	decir,	 para	 la	






2 𝑘!"(𝑟 − 𝑟!")











Si	 un	 enlace	 particular	 en	 una	molécula	 tiene	 una	 distancia	 de	 enlace	 promedio	
igual	a	rIJ,	entonces	como	se	puede	ver	en	la	ecuación	2,	la	energía	potencial	para	





































Gráfica	 1.	 Comparación	 de	 la	 función	Morse	 con	 un	 estiramiento	 armónico.	 La	 función	
Morse	describe	más	correctamente	la	disociación.	Por	lo	tanto,	esta	función	debería	usarse	
si	 los	 enlaces	 se	 deforman	 como	 en	 la	 ruptura	 de	 enlace.	 Se	 representan	 las	 curvas	 de	






















2 𝑘!"#(𝜃 − 𝜃!"#)














Los	 potenciales	 de	 torsión	 se	 utilizan	 para	 imitar	 la	 preferencia	 de	 las	


























𝑉! = 𝐾!"#$ 𝐶! cos𝑛𝜙
!
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𝜌!         (7)	
	











𝑉!"# = 𝐴℮!!" −
𝐶!







































































𝑑𝑥 = 𝑘 𝑥 − 𝑥!       (13)	
	
𝑑!𝑉
𝑑𝑥! = 𝑘       (14)	
	
La	 combinación	 de	 las	 ecuaciones	 13	 y	 14,	 conduce	 a	 la	 Ec	 15	 que	 permite	
relacionar	 el	 valor	 de	 la	 variación	 energía	 potencial	 dV	 con	 la	 variación	 de	 la	
posición	de	cada	átomo	(x0	–x1).	
	










= 0		 	 y	 	 	!
!!
!!!
> 0.	 Para	 un	 potencial	 anarmónico,	 puede	necesitar	 varios	 pasos	
para	llegar	al	mínimo.	
La	 minimización	 de	 la	 energía	 se	 ha	 realizado	 con	 el	 programa	 Avogadro,	
empleando	 la	 herramienta	 Auto	 Optimize 19 	que	 optimiza	 continuamente	 la	
geometría	 molecular	 a	 través	 de	 la	 mecánica	 molecular.	 Esta	 herramienta	






varias	 opciones	 de	 campo	 de	 fuerza.	 El	 campo	 de	 fuerza	 predeterminado	 en	
Avogadro	 es	 UFF	 (Campo	 de	 fuerza	 universal).	 Sin	 embargo,	 dependiendo	 de	 la	






El	 programa	 Avogadro	 viene	 equipado	 con	 múltiples	 campos	 de	 fuerza	
diferentes20,	que	son:	
	
• UFF	 (Universal	 Force	 Field):	 Es	 capaz	de	 reproducir	 la	 característica	más	
estructural	 a	 través	 de	 la	 tabla	 periódica.	 Este	 campo	 de	 fuerza	 puede	
optimizar	 la	 geometría	 de	 todos	 los	 elementos	 y	 funciona	 bien	 con	
materiales	inorgánicos	y	materiales	organometálicos.	
• MMFF94	 (s):	 MMFF94	 &	 MMFF94s	 (diseñado	 por	 Merck),	 es	
particularmente	bueno	con	compuestos	orgánicos.		
	







utiliza	 a	 menudo	 para	 optimizar	 las	 geometrías	 de	 fármacos.	 AMBER	
(Assisted	 Model	 Building	 with	 Energy	 Refinement	 =	 Construcción	 de	
modelo	 asistido	 con	 refinamiento	 de	 energía)	 es	 un	 campo	 de	 fuerza	 de	

















de	 Lamarck.	 Nosotros	 hemos	 utilizado	 dos	 aproximaciones,	 siendo	 una	 la	 de	
cadenas	rígidas,	para	la	que	se	ha	utilizado	AutoDock	4.2.6	y	la	otra	la	de	cadenas	

































3.	 La	 conformación	 del	 receptor	!	 Limitados	a	 los	movimientos	de	 la	 cadena	
lateral.		
	
La	 Figura	 10	 muestra	 un	 ejemplo	 de	 genoma	 para	 el	 ligando	 AHK8S_PARA,	















hidrógeno,	 las	 fuerzas	 electrostáticas	 y	 las	 fuerzas	 de	 solvatación,	 las	 cuales	 se	



































𝜖 𝑟!,! . 𝑟!,!!,!













































recuadro	 alineado	 con	 el	 eje	 cartesiano.	 Esta	 casilla	 define	 el	 espacio	 que	 los	
átomos	 del	 ligando	pueden	 ocupar,	 es	 decir,	 define	 nuestra	 zona	 de	 trabajo.	 Los	
mapas	de	afinidad	se	calculan	antes	del	acoplamiento	usando	AutoGrid	del	paquete	





La	 información	de	 la	 flexibilidad	del	 ligando	(es	decir,	 los	enlaces	giratorios)	y	 la	
del	 	 receptor	 (proteína)	 (es	 decir,	 cadenas	 laterales	 flexibles)	 se	 usa	 para	
ensamblar	 el	 genoma	 a	 partir	 del	 cual	 se	 crea	 una	 lista	 inicial	 de	 soluciones	 (es	
decir,	la	población).	La	población	se	califica,	clasifica	y	se	agrupan	las	soluciones	de	
alto	rango.	GA	genera	la	siguiente	generación	con	la	mejor	solución	de	cada	clúster	
y	 la	 completa	 cruzando,	 mutando	 y	 minimizando	 individuos	 de	 la	 población	 de	
apareamiento.	La	optimización	se	detiene	cuando	se	alcanza	uno	de	los	criterios	de	




Se	 pueden	 elegir	 cuántas	 evoluciones	 de	 GA	 independientes	 se	 quieren	 hacer.	
Nosotros	 hemos	 realizado	 50	 evoluciones	 GA	 independientes,	 cada	 una	
produciendo	 una	 solución.	 Luego,	 estas	 soluciones	 se	 agrupan	 para	 eliminar	 las	
soluciones	 duplicadas	 y	 se	 da	 la	mejor	 puntuación	 individual	 de	 cada	 clúster,	 lo	
que	da	como	resultado	una	lista	clasificada	de	soluciones	para	el	acoplamiento.	
	





ChemDraw	 como	 se	 muestra	 en	 el	 apartado	 6.1.	 Una	 vez	 se	 ha	 guardado	 la	
estructura,	 se	 abre	 el	 programa	 Avogadro,	 donde	 se	 minimiza	 la	 energía	 de	 la	



















se	 eligieron	 los	 compuestos	 S-107	 y	 ARM-210	 descritos	 en	 la	 bibliografía.	 Estas	
moléculas	 son	 diferentes,	 pero	 tienen	 en	 común	 un	 extremo,	 en	 el	 que	
introducimos	 tres	 grupos	 (R)	 diferentes	 para	 cada	molécula.	 De	 esta	manera,	 se	
deduce	cuál	es	el	grupo	funcional	que	ofrece	mejores	resultados.	Los	grupos	COR	





Tabla1.	 Energía	 libre	 de	 docking	 y	 constante	 de	 inhibición	 de	 las	moléculas	 estudiadas	
mediante	la	aproximación	de	cadenas	rígidas,	donde	a	=	OH,	b	=	O–,	c	=	OMe	
















































































En	 la	Tabla1	 se	muestran	 los	 resultados	obtenidos	para	 las	diferentes	moléculas	
estudiadas	 aplicando	 la	 aproximación	 de	 cadenas	 rígidas	 con	 el	 programa	
AutoDock	4.2.6.	En	todos	los	casos	la	variante	b,	que	corresponde	al	carboxilato,	es	
la	 que	 presenta	 un	 valor	 de	 energía	 menor,	 que	 corresponde	 a	 una	 mayor	
interacción	con	el	receptor	(Calstabina1).	
	
Como	 puede	 apreciarse,	 las	moléculas	 de	 referencia	 S107	 y	 ARM210	mostraron	

























































referencias	 S107	 y	 ARM210	 se	 observa	 que	 el	 carboxilato	 de	 AHK1	 tiene	 una	










De	 la	 comparación	 de	 las	 moléculas	 AHK1,	 AHK2,	 AHK7	 se	 observa	 que	 la	
presencia	 de	 una	 cadena	 lateral	 voluminosa	 aromática	 y	 giratoria	 (bencilo)	
provoca	un	aumento	en	la	interacción	del	ligando	con	la	proteína,	mientras	que	si	
la	 cadena	 lateral	 es	 esférica	 y	 rígida	 (terc-butilo)	 	 hay	 una	 disminución	 de	 la	




que	 la	 presencia	 de	 un	 grupo	 funcional	 electrón	 aceptor	 y	 dador	 de	 protones	
(amonio)	 en	 el	 anillo	 provoca	 un	 aumento	 de	 la	 interacción	 del	 ligando	 con	 la	




todos	 en	 una	 misma	 molécula	 (AHK8),	 para	 ver	 	 si	 con	 esta	 combinación	 se	
mejoraban	 aún	más	 los	 resultados.	 En	 efecto,	 los	 resultados	obtenidos	muestran	
	 32	











Esta	 aproximación	 es	 más	 compleja	 que	 la	 anterior,	 pero	 se	 acerca	 más	 al	



























método	de	 cadenas	 flexibles	 dependen	mucho	de	 las	 cadenas	 seleccionadas,	 que	
pueden	 ser	 un	 máximo	 de	 11.	 Por	 ello,	 en	 primer	 lugar	 es	 importante	 elegir	
correctamente	 dichas	 cadenas	 que	 pueden	 ser	 tanto	 de	 la	 Calstabina1	 como	 de	
RyR1	(ver	Figura	4	en	la	Introducción).	La	secuencia	del	loop	de	RyR1	se	compone	
de:	 Serina1778-Prolina1779-Prolina1780-Cisteína1781-Fenilalanina1782.	 Cabe	




La	 Prolina25	es	 el	 único	 aminoácido	 con	 la	 capacidad	 de	 formar	 péptidos	 que	
adoptan	 conformaciones	 cis	 y	 trans	 distintas,	 con	 barreras	 de	 energías	
relativamente	pequeñas,	lo	que	le	permite	actuar	como	un	interruptor	controlado	
por	la	isomerización	de	enlaces	amídicos	peptidil-prolina.	Esta	interconversión	es	
lenta	 y	 puede	 ser	 catalizada	 por	 las	 enzimas	 peptidil	 prolil	 cis-trans	 isomerasas	



















Figura	 13.	Diagrama	 de	 energía	
para	la	isomerización	cis-trans	en	
una	peptidil-prolina.	 El	 intercam-
bio	 conformacional	 procede	 a	
través	de	un	estado	de	transición	
syn	 con	 un	 ángulo	 de	 torsión	 de	
la	 amida	 secundaria	 próximo	 a	
90º.	 (curva	 azul)	 o	 catalizadas	














Los	 pasos	 a	 seguir	 para	 modelizar	 con	 AutoDockFR	 la	 interacción	 de	 cadenas	
flexibles	 son	 similares	 a	 los	 que	 se	 han	 visto	 para	 cadenas	 rígidas,	 sólo	 que	 con	
alguna	diferencia.	Se	describen	en	el	apartado	6.4.		
	







































































































































































En	 la	última	columna	de	 la	Tabla	 se	muestra	 la	diferencia	de	energía	de	docking	
empleando	ambas	aproximaciones.	La	energía	se	ha	mejorado	en	todos	los	casos,	
pero	 en	 unos	más	 que	 en	 otros.	 Los	 valores	 señalados	 en	 amarillo	muestran	 los	
casos	en	los	que	se	ha	obtenido	una	mayor	mejora	respecto	a	las	demás	moléculas.	
Las	 moléculas	 que	 tienen	 mejores	 resultados	 son:	 AHK8R,	 AHK8S,	 AHK7R	 y	
AHK2S.		
	
Una	 vez	 detectados	 los	 mejores	 resultados,	 se	 representan	 en	 un	 visualizador	
como	 VMD	 o	 Chimera,	 para	 detallar	 estructuralmente	 las	 interacciones	 que	 se	
están	 dando	 entre	 la	 molécula	 y	 el	 ligando.	 Estos	 programas	 proporcionan	
información	 sobre	qué	 grupos	 funcionales	 son	 los	que	 tienen	más	 importancia	 y	
cuáles	 no	 la	 tienen	 tanto,	 ya	 que	muestran	 la	 disposición	 de	 los	 ligandos	 con	 la	
proteína	y	las	cercanías	entre	los	grupos	funcionales	presentes.	La	metodología	y	




ya	 que	 nos	 señala	 con	 precisión	 entre	 qué	 fragmentos	moleculares	 tienen	 lugar.	
LigPlot	es	un	programa	que	genera	automáticamente	diagramas	esquemáticos	de	
las	 interacciones	 proteína-ligando	 para	 un	 ligando	 determinado	 en	 un	 archivo	
PDB.	Los	pasos	que	se	han	seguido	para	su	utilización	están	en	el	apartado	6.7.				
	

















Figura	 16.	A	 la	 izquierda	se	muestra	 la	molécula	AHK7R,	que	tiene	una	energía	 libre	de	
docking	de	–11,29	kcal/mol.	El	átomo	de	S	de	ambos	ligandos	forma	enlaces	de	hidrógeno	
con	 la	 Cys1781	 y	 la	 Phe1782	 del	 loop	 de	 RyR1	 que	 aparecen	 representados	 con	 líneas	
verdes	discontinuas.	También	se	pueden	apreciar	interacciones	más	débiles,	hidrofóbicas	
(representadas	con	líneas	cortas	rojas).	A	la	derecha	se	observa	la	molécula	AHK8S_NH3+	











































































































































































































































Los	 compuestos	AHK8R	 y	AHK8S,	 poseen	un	 grupo	 amonio	 en	 la	 posición	meta.	
Para	ver	 la	 influencia	de	 la	posición	de	 la	 sustitución	 se	 llevaron	a	 cabo	cálculos	
para	 las	 posiciones	 orto	 y	 para,	 y	 los	 resultados	 nos	 apuntan	 a	 que	 para	 las	




















































































































































































































































































































































































































































































































































serie	 de	 modificaciones	 estructurales	 para	 intentar	 obtener	 nuevos	 ligandos	 de	
mayor	afinidad	por	el	complejo	Calstabina1/RyR1.	Por	ello,	se	decidió	estudiar	el	
efecto	 del	 cambio	 de	 posición	 del	 grupo	 amonio	 en	 el	 anillo	 aromático	 (orto-	 y	
para-)	.	Como	puede	verse	en	la	tabla,	la	posición	óptima	resultó	ser	la	para-	.	En	la	
Figura	 18	 se	 muestran	 los	 diagramas	 LigPlot	 de	 los	 dos	 enantiómeros	 de	 los	
nuevos	ligandos	AHK8	modificados	que	mostraron	enlaces	de	hidrógeno	del	grupo	
para-amonio	con	diferentes	residuos	de	la	Castabina1.	El	anillo	de	triazol	también	


























































Figura	 18.	Comparación	de	 las	 interacciones	de	 los	dos	enantiómeros	del	 ligando	AHK8	





del	 triazol	 y	 el	 grupo	 amino	 de	 la	 fenilalanina	 1782,	 b)	 otro	 con	 el	 nitrógeno	 del	 grupo	


















































































































































Figura	 19.	 Interacciones	de	 la	molécula	AHK9S-3	con	el	 complejo	Calstabina1/RyR1.	Su	
baja	energía,	-13,3	Kcal/mol,	se	debe	a	que	posee	tres	enlaces	de	H,	lo	que	le	hace	que	sea	
estable.	 El	 grupo	 nitro	 interactúa	 con	 lisina	 47	 de	 la	 cadena	 de	 Calstabina1.	 Además,	 la	
Lys47	también	interactúa	con	el	grupo	amonio.	El	triazol	 interacciona	con	la	fenilalanina	
Phe1782,	 la	 que	 se	 encuentra	 en	 la	 cadena	 de	 RyR1.	 A	 la	 derecha	 se	 muestra	 la	
representación	3D	hecha	con	el	programa	VMD.	
	























































































Al	 cambiar	 el	 carboxilato	 por	 el	 grupo	 amino,	 surge	 un	 enlace	 de	 H	 con	 la	 treonina	 27	




en	 cuenta	 cuando	 se	 desarrollan	 candidatos	 a	 fármacos.	 Es	 importante	 la	















































































Tabla	 4.	 Distribución	 de	 poblaciones	 por	 	 agrupaciones	 de	 estructuras	 o	
















1	 -14.2	 1	 21	 -8.8	 1	
2	 -11.7	 2	 22	 -8.7	 1	
3	 -10.5	 1	 23	 -8.6	 3	
4	 -10.4	 2	 24	 -8.5	 1	
5	 -10.3	 1	 25	 -8.4	 1	
6	 -10.1	 1	 26	 -8.4	 1	
7	 -10.0	 1	 27	 -8.3	 1	
8	 -9.9	 1	 28	 -8.3	 1	
9	 -9.9	 1	 29	 -8.0	 1	
10	 -9.9	 1	 30	 -7.8	 2	
11	 -9.8	 1	 31	 -7.8	 1	
12	 -9.5	 1	 32	 -7.8	 1	
13	 -9.5	 1	 33	 -7.5	 3	
14	 -9.3	 1	 34	 -7.1	 2	
15	 -9.3	 2	 35	 -7.0	 1	
16	 -9.3	 1	 36	 -6.1	 1	
17	 -9.2	 1	 37	 -5.1	 1	
18	 -9.0	 2	 38	 -4.7	 1	
19	 -9.0	 3	










probamos	 introducir	 una	 piridina	 en	 el	 anillo	 unido	 al	 átomo	 de	 azufre,	 (Serie	
AHK-piridina	en	la	Tabla	3)	con	todos	los	isómeros	posicionales	de	la	piridina.	Las	
posiciones	que	ocupa	el	nitrógeno	de	 la	piridina	 las	hemos	 llamado:	A,B,C,D,E.	Se	
han	formado	10	moléculas,	ya	que	para	cada	posición	de	 la	molécula	se	estudian	
	 48	
las	 dos	 configuraciones	 R	 y	 S.	 Finalmente,	 se	 observa	 que	 el	mejor	 resultado	 es	















tercera	 posición,	 ya	 que	 las	 sustituciones	 electrófilas	 en	 las	 piridinas	 están	
favorecidas	en	esa	posición.	Sin	embargo,	resultados	obtenidos	con	la	nueva	serie	































































Finalmente,	 se	 decidió	 sustituir	 el	 grupo	 nitropiridilo	 por	 un	 grupo	
nitroisoquinolino	 	 (ligando	AHK-6-nitroisoquinolina),	viéndose	un	 resultado	muy	
bueno,	 ya	 que	 se	 obtuvo	 una	 energía	 de	 docking	 de	 -14,7	 Kcal/mol,	 la	 mejor	
energía	obtenida	en	nuestro	estudio.	Además,	el	clúster	de	menor	energía	presenta	



























































































































































Para	 la	 identificación	 de	 residuos	 clave	 en	 la	 Calstabina1	 que	 participan	 en	
interacciones	 con	 los	 ligandos	 AHK	 se	 han	 utilizado	 dos	 visualizadores.	 Por	 una	
parte	se	ha	utilizado	el	LigPlot,	el	cual	nos	identifica	las	interacciones	exactas	que	
se	 han	 dado	 entre	 nuestro	 ligando	 y	 la	 proteína.	 Por	 otra	 parte,	 se	 ha	 utilizado	
visualizador	 llamado	VMD.	 Este	 visualizador	 nos	 permite	 ver	 la	 estructura	 de	 la	
proteína	en	3D,	proporcionándonos	 información	de	 la	disposición	espacial	de	 los	
aminoácidos	con	los	ligandos	que	hemos	introducido.		
	






de	 las	 estructuras	 que	 proporcionan	 mejores	 afinidades	 y	 hemos	 visto	 qué	
residuos	 son	 los	 que	 se	 repiten.	 Cuando	 se	 repite	 un	 residuo	 en	 varias	
interacciones,	es	probable	que	sea	un	residuo	clave,	ya	que	aparece	muchas	veces.	



















































El	 triazol26	es	 un	 grupo	 clave	 e	 indispensable	 en	 las	moléculas	AHK.	 El	 anillo	 de	
1,2,3-triazol	muestra	propiedades	de	aceptor	de	enlaces	de	hidrógeno	debido	a	la	
presencia	de	pares	no	enlazantes	en	los	átomos	de	nitrógeno	N2	y	N3.	Además,	el	





que	 aparezca	 el	 grupo	 carboxilato,	 ya	 que	 induce	 mejores	 afinidades	 en	 las	




importante,	 ya	 que	 al	 estar	 cargado,	 es	 probable	 que	 ocurra	 una	 interacción	
siempre	 y	 cuando	 el	medio	 lo	 permita.	 Este	 grupo	 está	 presente	 en	 la	molécula	
AHK9S,	una	de	las	dos	mejores	de	este	trabajo.		
	
El	 grupo	 nitro	 es	 un	 grupo	 electrón	 aceptor,	 el	 cual	 está	 presente	 en	 los	 dos	
ligandos	 AHK	 con	mejores	 resultados	 de	 este	 trabajo,	 por	 lo	 que	 se	 deduce	 que	
tiene	 una	 influencia	 positiva	 a	 la	 hora	 de	 interactuar	 con	 el	 complejo	
Calstabina1/RyR1.	
	
Los	 grupos	 derivados	 de	 la	 piridina	 y	 quinolina	 se	 han	 investigado	 teniendo	 en	
cuenta	todos	los	isómeros	posibles,	siendo	los	compuestos	orto-sustituidos	AHKR-













Después	 de	 un	 amplio	 estudio	 de	 moléculas,	 se	 ha	 concluido	 que	 los	 mejores	







































una	 energía	 de	 -13,3	 kcal/mol,	 para	 un	
clúster	 con	 una	 población	 de	 tres	
estructuras.	
	
Abajo	 representamos	 los	 resultados	 en	
un	 histograma	 que	 nos	 permite	
visualizar	 las	 energías	 y	 poblaciones	 en	
















En	 los	 resultados	 (izquierda)	 se	
observa	 una	 energía	 de	 -14,7	
kcal/mol,	 para	 un	 clúster	 de	 4	
estructuras.	
	
Como	 hemos	 hecho	 antes,	 abajo	
representamos	 los	 resultados	 en	 un	
histograma	 que	 nos	 permite	
visualizar	 las	 energías	 en	 relación	
con	 las	 poblaciones	 de	 los	 clústeres	
de	una	forma	esquemática.		
	
Comparando	 con	 el	 AHK9S,	 en	 este	
caso	 hay	 mayor	 número	 de	
estructuras	en	el	clúster	más	estable	
y	 su	 energía	 es	 bastante	 menor.	
También	hay	que	 añadir	 que	hay	un	
solo	 grupo	 de	 clústeres	 de	 4	
estructuras,	mientras	 que	 en	 el	 caso	
de	 AHK9S	 hay	 cinco	 grupos	 de	

























complejo	 Calstabina/RyR1.	 El	 LigPlot	 se	 ha	 analizado	 anteriormente.	 La	 representación	











































































































































































	1.	 El	 método	 de	 docking	 de	 cadenas	 flexibles	 (AutoDockFR)	 ofrece	 valores	 de	
energías	 libres	de	 interacción	 ligando/proteína	superiores	a	 los	obtenidos	con	
la	aproximación	de	las	cadenas	rígidas	(AutoDock	4.2.6).		
2.	 Se	ha	comprobado	que	la	presencia	de	grupos	carboxilato	en	los	ligandos	AHK	
incrementa	 considerablemente	 la	 afinidad	 de	 estos	 por	 el	 complejo	
Calstabina1/RyR1.	
3.	 Sea	 han	 identificado	 varios	 aminoácidos	 del	 complejo	 Calstabina1/RyR1	 que	
interaccionan	con	algunos	de	los	ligandos	AHK	de	mayor	afinidad.	En	particular,	
los	residuos:	Phe1782	(de	RyR1)	y	Lys47,	Arg42	y	Lys44	(de	Calstabina1).			












	1.	The	 flexible	chain	docking	method	 (AutoDockFR)	offers	higher	 ligand/protein	
interaction	 energies	 values	 than	 those	 obtained	with	 the	 rigid	 chains	method	
(AutoDock	4.2.6).		































































Es	 un	 editor27	y	 visualizador	 de	 moléculas	 avanzado	 diseñado	 para	 el	 uso	 en	
química	computacional,	modelado	molecular,	bioinformática,	ciencia	de	materiales	
y	 áreas	 relacionadas.	 Ofrece	 una	 representación	 flexible	 de	 alta	 calidad	 y	 una	
potente	arquitectura	de	complementos.	
	































































































AutoDock 28 	es	 un	 conjunto	 de	 herramientas	 de	 software	 para	 modelizar	




También	 se	 utiliza	 una	 interfaz	 gráfica	 de	 usuario	 llamada	 AutoDockTools,	 que,		
























































Paso	 7.	 Ahora	 es	 cuando	 se	 hace	 el	 Docking.	 Para	 ello	 primero	 se	 selecciona	 el	
archivo	PDBQT	de	la	macromolécula	o	proteína	con	la	que	se	acoplará	el	ligando.	




































Paso	 11.	 Guardar	 el	 archivo	 en	 formato	 .DPF.	 Es	 importante	 guardarlo	 en	 la	
carpeta	 de	 “mapas”,	 para	 que	 a	 la	 hora	 de	 lanzar	 el	 Docking	 esté	 en	 la	 misma	








































































Es	 importante	 poner	 “&”	 al	 final	 para	 poder	 seguir	 lanzando	 dockings.	 Si	 no	 se	




















































































































































utiliza	 una	 evolución	 del	 AutoDock4,	 denominada	 como	 AutoDockFR.	 En	
AutoDock4	 también	 se	 puede	 hacer	 la	 aproximación	 para	 cadenas	 flexibles,	 sólo	
que	 el	 sistema	de	 integración	 es	mucho	más	 complejo	 y	 está	menos	definido.	 La	
pregunta	 entonces	 es,	 ¿por	 qué	 se	 usa	 AutoDockFR	 y	 no	 AutoDock	 4.2.6?	 La	
respuesta	es	que	en	AutoDock	FR	hay	una	pequeña	modificación	en	el	cambio	de	la	









En	 la	 carpeta,	 además,	 tiene	 que	 haber	 un	 archivo	 llamado	









4. Una	 vez	 formados	 los	 pdbqt,	 se	 guardan	 en	 una	 carpeta	 que	 estará	 en	 la	
carpeta	<<TFG2>>.	
5. En	la	carpeta	<<TFG2>>	tienen	que	estar:	
a. El	 archivo	 pdbqt	 de	 la	 proteína	 para	 cadenas	 flexibles	
<<3J8H_AB_flex_v2.pdbqt>>			
b. El	 archivo	 trg	 de	 la	 de	 la	 proteína	 para	 cadenas	 flexibles	
<<3J8H_AB_flex_v2.trg>>			
c. Una	carpeta	<<	3J8H_AB_flex_v2>>	donde	 se	encuentran	 los	mapas	
de	la	proteína	
















































En	 la	 carpeta	 TFG2	 se	 habrán	 formado	 todos	 los	 archivos	 de	 salida.	 Los	
introducimos	 todos	 en	 una	 carpeta	 llamada	 <<Resultados>>.	 Como	 se	 ha	




































hemos	 copiado.	 Borramos	 todos	 los	 USER,	 ENDROOT,	 ENDBRANCH,	 y	 BRANCH	
que	 aparezcan,	 quedando	 finalmente	 un	 fichero	 que	 contiene	 únicamente	 un	
listado	de	átomos	(ATOM).	
	
Una	 vez	 hecho	 esto,	 guardamos	 el	 archivo	 como	 pdb	 y	 lo	 guardaremos	 en	 la	
segunda	carpeta	<<pdb>>.	
	

























































la	proteína	y	seguido	el	pdb	editado.	Así,	 cuando	carguemos	 las	moléculas	en	 los	
visualizadores	 nos	 las	 darán	 las	 dos	 en	 una	 y	 podremos	 seleccionar	 lo	 que	
queremos	ver	a	partir	de	un	solo	archivo.		
	










































































Esta	 ventana	 nos	 permite	 seleccionar	 el	 color	
de	nuestras	representaciones.	A	la	izquierda	se	
ve	que	está	distribuido	por	categorías.	Lo	único	
que	 hay	 que	 hacer	 es	 seleccionar	 la	 categoría	
que	 queremos	 editar	 y	 con	 los	 colores	 que	
aparecen	en	la	derecha	seleccionar	el	color.	Se	
puede	 elegir	 color	 para	 una	 cadena,	 para	
elementos,	el	ligando…	etc.		
	
Para	 cambiar	 el	 fondo,	 por	 ejemplo,	
seleccionamos	 Display.	 En	 <<Names>>	














En	 <<coloring	 method>>	 nos	 da	 la	 posibilidad	




En	 <<Drawing	 Method>>	 nos	 da	 la	 opción	 de	
elegir	 el	 tipo	 de	 dibujo,	 por	 ejemplo,	 CPK	




En	 selections,	 abajo	 hay	 una	 casilla	 llamada	
<<Keybord>>	en	la	que	nos	dice	lo	que	se	puede	
representar.	 Hay	 varios	 grupos:	 elemento,	
residuo,	 cadena…	 de	 modo	 que	 lo	 que	
seleccionemos	 será	 lo	 que	 se	 represente.	 Por	
ejemplo.		
	
Para	 hacer	 las	 representaciones	 ha	 que	 darle	






























































Para	 utilizar	 Chimera	 se	 necesitan	 archivos	 pdb.	 Nosotros,	 como	 en	 el	 caso	 de	























rojo,	 iríamos	 a	 :	
Select	!	Chain	!	B.	
	







La	 opción	 Action	 sirve	
para	 decidir	 cómo	 se	











3.	 Cambiar	 de	 color	 la	











Existe	 la	 posibilidad	 de	 elegir	 una	 representación	 ya	 hecha,	 por	 ejemplo,	 la	
Publication	1	nos	pone	el	fondo	blanco,	la	silueta	y	la	cinta	la	pone	redondeada.	Si	
las	 características	que	nos	ofrece	 la	 representación	hecha	 son	 las	que	queremos,	









que	 nos	 ofrece	 lo	 que	
































































Se	 puede	 representar	 una	 sola	 interacción	 ligando-proteína,	 pero	 también	 se	
puede	añadir	otra	diferente.	De	esta	manera,	se	puede	visualizar	qué	aminoácidos	
se	repiten	al	darse	las	interacciones.		
	
												
	
